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(54) Procede de preparation de derives des acides nucleiques et precede de preparation d'une composition medtcale les 
contenant 



(5^) Procede de preparation de porymeres des acides nuclei- 
ques a double brlns calibres dans lequel des porymeres d'acide 

•nucleique a brin unique sont calibres puis recuits. Par ce 

procede, on peut obtenir des deYwes d'acide nucleique a 

double brin ayant le RNA comma corps apparente, dont la 

distribution des tallies moleculaires est dans I'intervalle de 

valeur de la constante de sedimentation de 4S a 13S, alnsi 

que ceux dans lesquels les molecules pour la repartition maxi- 
ma male dans la distribution totale des tattles moleculaires des 
^ derives ont des nombres de bases dans I'intervalle de 50 8 
T 10000. Le procede est industriellement avantaoeux car la 
I Vitesse de reaction est grande et le rendement en produits est 

elevA Les produits sont utilisables comme ingredient sctif 
f) comme composition antitumorale ou composition antivirale car 
O ceux-cl ont de fortes ectivites physiologiques et sont peu 
^ toxiques. 

o 
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La pr^sente invention concerne un process de pre- 
paration de d^riv^ s des acids nucldique et un procedd de 
preparation d'une composition medicale contenant ces deri- 
ves. 

5 Les acides nucleiques sont composes de cycles 

purine et de cycles pyrimidine et de ribose ou de sucres 
analogues sous forme li£e aux cycles, ces elements consti- 
tutifs etant lies les uns aux autres par un pont phospha- 
te pour former une structure en chaine. 

10 Parmi les acides nucleiques, le KNA (polymere 

de ribonucleotide) est un compose macromoleculaire h 
structure en chaine ayant comme sucre le ribose dans le- 
quel les parties sucre sont liees les unes aux autres par 
un pont phosphate par la liaison diester. Dans les acides 

15 nucleiques a deux brins- , les parties cycles purine ou 
cycles pyrimidine des bases cohstituant l'acide nucleique 
. (par exemple l'inosine, l'adenosine, la cytidine, 



2617403 



l'uridine, etc.) sont lides par une "liaison hydrogene 
coaipldmentaire " pour donner une st^reostructure en dou- 
ble h£lice. Comme on s* attend a ce que des acides nucl€i- 
gues ayant une structure a deux brins aient des fonctions 

5 physiologiques utiles, de norobreuses Etudes ont 6t6 ef- 
fectu^es jusqu'a present sur ces acides nucldiques 
( Biochemical and Biophysical Research Communications , 58 , 
1974, etc.). 

Parmi les acides nucl^iques de cette espece, 

10 un RNA synth^tique a deux brins, derive" de l'acide poly- 
inosinique.acide polycytidylique est d£signe ci-apres 
sous le nom de derive^ "poly-I.poly-C" et l'acide polyino- 
sinique qui est la partie constitutive de ce ddriv6, est 
dSslgnde sous le nom de "poly-I" et l'acide polycytidyli- 

15 que sous le nom de "poly C". 

Re c eminent, on a trouve" que divers RNA naturels et 
synth^tiques a deux brins avaient une capacity d' induc- 
tion de 1" interferon (Field et coll., Proc. Nat. Acad . 
Sci. , US. , 58, 1004, 1967? Field et coll., Proc. Nat . 

20 Acad. Sci. , U.S., 58, 2102, 1967; Field et coll., Proc . 
Nat. Acad. Sci. , U.S. , 61, 340, 1968; Tytell et coll., 
Proc. Nat. Acad. Sci. , U.S., 58, 1719, 1967; Field et coll. 
J. Gen. Physiol. , 56, 905, 1970; De Clercq et coll., 
Methods in Enzyroology , 78, 291, 1981). 

2 5 Des exemples typiques de drive's connus d' acides 

nucl6iquessynth£tiques sont mentionn^s ci-dessous. 

Derives d'acldes nucleiques synthetiquos pour induc- 
teur de 1' interferon 

(1) Complexes homopolymere. homopolymere (polymeres 

30 d'acide nucl^ique a deux brins ayant le poly-I.poly-C 
comme structure apparente"e. 

(1) D6riv£s modifies par des bases : 
•Acide polyinosinique .poly (acide 5-bromocytidy- 
lique; 

35 Acide polyinosinique. poly(acide 2-thiocytidylique) ; 
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Acide poly (acide 7-deazainosinique) .acide poly- 
cytidylique; 

Acide poly (7-deazainosinique) .poly (acide 5-bro- 
mocytidylique) . 

(2) Derives modifies par des sucres : 

Poly (acide 2 '-azidoinosinique) .acide polycyti- 
dylique. 

(3) Derives modifies par 1' acide phosphor ique : 
Acide polyinosinique. poly (acide cytidine-5'- 
thiophosphorique) . 

(II) Copolymeres intermodif ies : 

Poly (acide adenylique-acide ur idyl ique ) . 

(III) Complexes homopolymere.copolymere : 

Acide polyinosinique. poly (acide cytidylique, 
acide- uridylique) ; 

Acide polyinosinique. poly (acide cytidylique, 
acide 4-thiouridylique) . 
(IV f Complexes acide synth^tique/polycation : 

Acide polyinosinique. acide po lycyt idyl ique. poly- 
L-lysine 

(design^ ci-apres sous le nom de "poly-ICLC") . 
(V) Autres : 

Acide polyinosinique. poly (acide 1-vinylcytidyli- 
que) . 

Comme il a ete indique ci-dessus, -divers types 
de RNA a deux brins, en particulier des derives coiapre- 
nant le poly-I.poly-C comme corps apparent^ , ont &t€. 
signales ces dernieres annees. Il existe une theorie bien 
etablie sur une serie de derives des acides nucleiques, 
dont ceux-ci en ce qui concerne les relations entre la 
structure des derives et leurs fonctions (De Clercq et 
coll., Texas Reports on Biology and Medicine , 41, 77, 
1982). 

La demanderesse a trouvd sur la base de la 
technique anterieure mentionnee ci-dessus, que lorsque 
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le poly-I.poly-C et divers d<§riv6s <3e celui-ci ayant une 
partie poly-I.poly-C comme corps apparent^ sont calibres 
de telle sorte que la repartition de toutes les tailles 
mol6culaires des derives puisse tomber dans l'intervalle 

5 de valeur de la constante de sedimentation de 4S a 13S (soit ' 
un nombre de bases des d£riv£s de 50 k 10 000) , les d£riv£s 
ainsi calibres peuvent avoir une toxicity notablement 
abaiss4e et peuvent conserver les activity's physiologiques 
qui seront msntionnees ci-dessous. En consequence, la de- 

10 manderesse a depose des demandes de brevet a 1 'Office ja- 
ponais des brevets (demande de brevet japonais n" 
62-167433 et une autre demande de brevet avec la priori- 
ty de cette demande n° 62-167433) . 

En m&me temps que l'dtude ci-dessus, la deman- 

15 deresse a encore £tudi£ divers moyens pour obtenir avec 
un bon rendement les produits ci-dessus. En particulier, 
elle a effectue diverses Etudes sur un moyen de cali- 
brer des ddrives d'acide nucl^ique pour qu'ils aient une 
repartition des tailles mol^culaires correspondent a 50 a 

20 10 000 bases et un moyen pour former un polymere d'acide 
nucl^ique a deux brins a partir de deux types de polyme- 
res d'acide nucleigue a un seul brin.. En ce qui concerne 
le premier moyen, l*ope"ration de limitation de la reparti- 
tion des tailles moleculaires des ddrive's d'acide nucle"i- 

25 que dans un intervalle determine est d£sigh£e sous le nom 
de "calibrage". Comme le calibrage est accompagne d'une 
conversion en substances de faible masse mol£culaire con- 
fomSment au proc6de de 1' invention, le calibrage com- 
prend un "raccourcissement des chalnes". En ce qui con- 

30 cerne le dernier moyen, celui-ci est d<5sign£ ci-apres 
sous le nom de "recuit". 

La paire de bases (designees ci-apres sous le nom 
de "pb") qui est generalement utilised comme unit£ pour 
repr^senter la taille mol^culaire des acides nucl^iques 

35 peut itre employee pour repre"senter la taille 
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moleculaire des acides nucieiques par le nombre des bases 
constituant l'acide nucldique. (Par exemple, "'10 pb" si- 
gnifie un polymere a double brin ayant 10 bases). Dans le 
present m^moire, il est dgalement fait mention d'autres 

5 polymeres d'acide nucieique que les polymeres a deux brins 
en plus des polymeres d'acide nucieique, et par conse- 
quent, le terme "nombre de bases'' est utilise 1 ici a la pla- 
ce de 'pb" pour reprSsenter la taille moleculaire des aci- 
des nucieiques. (par exemple, un polymere d'acide nuciei- 

lO que ayant un "nombre de bases de 10" signifie que le poly- 
mere a 10 bases). 

Lorsque la taille moleculaire d'un acide nucieique 
doit §tre determine ou identifiee, on utilise en general 
une "valeur de constante de sedimentation" (valeur S) . Ce- 

15 pendant, la demanderesse a pu obtenir le nombre de bases 
des acides nucieiques mentionne' ci-dessus au mbyen d'une 
chromatographie liquide a haute performance (HPLC). en uti- 
lisant une colonne de filtration sur gel ou une eiectro- 
phorese (d^crite ci-dessous en detail) dans laquelle 

20 le DKA a deux brins (fragments de DNA de phage Ml 3) ayant 
des tailles moieculaires connues est utilise 1 comme mar- 
queur, et le nombre de bases de l'acide nucieique a de- 
terminer est calcuie a partir du nombre du temoin. 

Jusqu'a present, la valeur de la constante 

25 de sedimentation (valeur S) a 6t6 largement- utilisee pour 
la representation de la masse moleculaire des acides 
nucieiques raacromoieculaires. les acides nucieiques macro- 
moleculaires qui existent dans le commerce sont represen- 
ted par .leur valeur S. Cependant, en raison des progres 

30 des techniques experimentales de ces dernieres annees, 

un moyen pour determiner de maniere plus precise la masse 
moleculaire des substances raacromoieculaires a ete mise 
au point en utilisant l'eiectrophorese sur gel, la chroma- 
tographie de filtration sur gel, la chromatographie 

35 d'echange d' ions etc. de telle sorte que la determination 
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6. 

de la longueur de chaine des acides nucieiques macro - 
moieculaires est devenue possible. Dans ces conditions, 
la relation entre la representation par la valeur S 
et la representation par la longueur de chaine devien- 

5 drait probiematique . Bn particulier, comme les mole- 
cules respectives d'acide nucieique ont leurs valeurs in- 
trinseques dans le cas de la representation par la valeur 
S, la question de savoir si oui ou non la representation 
par la valeur S et la representation par la longueur de 

10 chaine peuvent correspondre exactement l'une a 1' autre 
conune moyen de repr£senter la masse moieculaire des aci- 
des nucieiques ne pose pas tou jours de probleme. 

En consequence, pour la presentation de la mas- 
se moieculaire des polymeres d'acide nucieique de la pre- 

15 sente invention, la representation par la valeur S est 
egalement utilisee dans la description du present memoi- 
re conformement a 1* usage dans le domaine de la chimie 
des acides nucieiques. Cependant, comme la "valeur S" 
est une valeur obtenue par un procede de mesure de la 

20 masse moieculaire des acides nucieiques macromoieculaires 
sous la forme d'une masse moieculaire comme un tout 
(ou sous la foriae d'un etat moieculaire de la substance), 
la representation sur la base de la mesure de la longueur 
de chaine de la substance (qui est le "no'mbre de bases" 

25 auquel 11 est fait reference ici) est egalement men- 

tionnee ici en mSme temps que cette "valeur S". La rai- 
son en est en particulier que la limite d'une reparti- 
tion des mases moieculaires doit Stre representee de 
maniere plus precise dans la mise en application de la 

30 pre sente invention. 

Conformement aux moyens class iques de calibrage 
du poly-I.poly-C et de divers derives de celui-ci ayant 
le poly-I.poly-C comme corps apparente pour donner des 
polymeres d'acide nucieique a double chaine calibres, 

35 des polymeres d'acide nucieique a double chaine deja 
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7*. 

exist ants sont d6compos6s en composes de faible masse 
molEculaire ou encore des acides nuclEique a un seul brin 
sont hydrolysis en composes de faible masse mole'culaire 
avant le recuit. Cependant, les moyens class iques ne 

5 conviennent pas pour obtenir le produit desire" a l'e'chelle 
industrielle car le calibrage est long a effectuer, et le 
proc^de' ne .peut pas Stre effectuS rapidement. En outre, 
les raoyens classigues ne sont pas tou jours satisfaisants 
du point de vue du rendement des produits. 

10 D'autre part, si on doit sulfurer, apres calibra- 

ge, des polymeres d'acide nuclEique a un seul brin, les poly- 
meres sont sulfure's avec de l'hydrogene sulfure" et, dans 
le procede" classique, on fait eVaporer l'hydrogene sulfu- 
re du solvant. Il est a noter qu' apres sulfuration, on 

15 fait evaporer la pyridine de la solution .rEactionnelle , par 
exemple avec une pompe a vide,de telle sorte que l'hydro- 
gene sulf ure\ peut §tre € limine de la solution .re" actio nnel- 
le en m§me temps que la pyridine par Evaporation. Cepen- 
dant,' par ce proce"d6, l'hydrogene sulfurE s'eVapore dans 

20 l'air et par consequent, ce procEde est dEsavantageux a 
1'echelle industrielle du point de vue de la pollution 
de 1 ' environnement . En outre, conformement a ce procEdE , 
la couche aqueuse separee apres Evaporation de la pyri- 
dine est placee dans un tube a dialyse pour Stre dialy- 

25 see contre de l'eau courante de maniere a obtenir le .pro- 
duit desired Cependant, le proce'de' exige au moins 3 jours 
pour une operation complete, et le rendement du produit 
est au plus de 80 % environ. Ainsi, ce proceed classique 
pose divers problemes techniques en ce qui concerne le 

30 rendement des produits, le coflt de fabrication et la du- 
ree de 1 • operation . 

On ne peut pas dire non plus que la technique 
de calibrage elle-mfime n'a pas 4te" source de difficulty 
dans la technique antirieure. 

35 Dans ce domaine technique, d'une maniere g£n<§rale. 
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8. 

on chauffe un polymere d'acide nucieigue en presence de 
formaldehyde de maniere a 1 ' hydrolyser en composes de fai- 
ble masse mol^culaire. Dans ce proc££i class ique, on Ob- 
tient des produits ayant la longueur de chalne ddsirde 

5 en r£glant adequatement la durde de reaction et la tempe- 
rature de reaction, puis on soumet la solution reaction- 
nelle a une dialyse de maniere a eiiminer les composes 
ayant eventuellement subi une decomposition trop poussde 
et ayant une taille moieculaire trop faible. Conforme- 

10 ment au procede classique, cependant, des composes ayant 
diverses repartitions des masses moleculaires se forme- 
raient par calibrage mfime si les conditions r^actionnelf 
les sont maintenues constantes, suivant les proprietes 
des polymeres d'acide nucieique utilises. Par consequent, 

15 le procede pose un probleme de reproductibilite. On con- 
sidere que ceci provient du fait que, quand les matieres 
premieres destinies a §tre utilises dans le. procede sont 
preparers par une reaction enzymatique, la taille des ma- 
tieres premieres ne peut pas Stre consid£r£e comme cons- 

20 tante. En outre, par- la dialyse telle qu'elle est appli- 
qu6e au procede, il est en principe impossible d'e"limi- 
ner les polymeres d'acide nucieique ayant une longueur de 
cha£ne plus grande que les produits formes. Dans ces con- 
ditions, il est souhaitable de disposer d'un moyen fonda- 

25 mental pour rdsoudre les problemes de la technique ante- 
rieure mentionnes ci-dessus. 

En consequence, la demanderesse a effectue di- 
verses etudes pour atteindre les objectifs suivants : 

(1) Des polymeres d'acide nucieique a deux 

30 brins calibres sont obtenus comme produits par 

un procede rapide. 

(2) Le rendement des produits est eieve. 

(3) MSme lorsque le procede est effectue a 
l'echelle industrielle, le procede ne cause pas 

35 de pollution de l'environnement ni d'autres 
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perturbat ions . 

(4) Dans ce procede, les operations successives 
sont suf fisamment guantitatives et reproducti- 
bles. 

5 A la suite de ces etudes, elle a about! a la 

presente invent ion qui fourn it : 

(1) un prQceae de preparation de derives d'aei- 
de nucleique a deux brins ayant le RNA comme 
corps apparent^, dont toute la repartition des 

10 tallies moleculaires tombe dans l'intervalle de 

valeur de la constante de sedimentation de 4S 
a 13S, dans lequel les polymeres d'aeide nuclei- 
que sont calibres avant d'Stre recuits; et 

(2) un proc£de* de preparation de derives d'aeide 
15 nucleique a double chaine ayant le RNA comme 

corps apparente, dans lequel les molecules pour la 
repartition maximale dans toute la distribution des 
tailles moleculaires des derives ont des nombres 
de bases dans l'intervalle de 50 a 10 000, les 
20 polymeres d'aeide nucleique etant calibres avant 

d'etre recuits. 

En particulier/l'essentiel de la presente inven- , 
tion reside dans les points suivants : 

(1) des polymeres d'aeide nucleique .a chaine 
25 unique sont calibres avant d'etre recuits. 

(2) Pour le calibrage dans le stade (1) , on 
utilise la HPLC (filtration sur gel, chromatogra- . 
phie liquide a haute performance) a la place de 
l'eiectrophorese classique de telle sorte que la 

30 repartition dss tailles moleculaires des produits 

est numeriquement definie. En consequence, les 
fluctuations de la repartition des tailles mole- 
culaires peuvent aisement Stre contrdlees de telle 
sorte que des produits ayant l'intervalle de dis- 

35 tribution des tailles moleculaires voulues 
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10. 

correspondent a vine valeur de la constante de 
sedimentation de 4S a 13S (ou a un nombre de ba- 
ses de 50 a 10 000) peuvent §tre obtenus rapi- 
deroent. Le proc£d4 rapide et precis de selec- 
tion des produits ayant la longueur de chaine 
d^sirSe a ete Stabli par la prSsente invention. 

(3) Apres le calibrage, on peut ajouter un al- 
coo'l infdrieur a la solution reactionnelle pour iso- 
ler les produits. (Dans les process classiques, 
les produits sont obtenus par dialyse) . La pr^sen- 
te invention a Stabli un stade d'isolement extrg- 
ment simple pour augmenter le rendement des pro- 
duits. 

(4) Apres le calibrage, si les polymeres d'aci- 
de nucl^ique h chaine unique calibres doivent 
etre sulfurSs, les polymeres sont d'abord sulfu- 
res avec de l'hydrogfene sulfurd, puis, apr&s 
addition d'un alcool aryligue h la solution 
rSactionnelle de sulfuration, la solution obte- 
nue est soumise a une centrifugatio.n pour Sliroiner 
l'hydrogene sulfure. (Dans les process classi- 
ques, l'hydrogene sulfure" est directement evaporE 
du solvant). Ainsi, la prSsente invention a 6ta- 
bli un stade extrimement simple d' Elimination 

de l'hydrogene sulfur^ pour augmenter le rende- 
ment des produits. 

(5) Comme precede" de rSglage et de limitation 
de la repartition des masses molieculaires des 
polymeres d'acide nuclgique a brin unique cali- 
bres, on utilise une rSsine 6changeuse d'ions. 

(Cette operation est designee ici sous le nom 
de "limitation de la taille") . 

La pre" sent e invention sera expliqu^e a present 
plus en detail ci^-apres. 

Le. recuit est un stade de liaison complement a ire 
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des polymeres d'acide nucl£ique h uh seul brin en poly- 
meres a deux brins, et c'est une operation qui peut na- 
turellement fitre effectuee facilement. Si le calibrage 
£tait effectu4 apres le recuit, le degrd de sulfura- 

5 tion varierait d' une raaniere erron^e de telle sorte qu' il 
deviendrait difficile d'obtenir quantitativement le pro- 
duit. En consequence, la demanderesse a essayg d'effectuer 
l'operatiau de calibrage avaht le stade de recuit, et elle 
a obtenu ainsi un resultat tout a fait excellent. L'as- 

10 pect (1) mentionne ci-dessus est en relation etroite 
avec 1' aspect (2). Confonternent aux moyens classiques de 
determination d'une masse moleculaire par dlectrophorese , 
au inoins une nuit complete est n^cessaire pour la migra- 
tion, la coloration et d'autres stades, et par conse- 

15 quent, une operation lapide est difficile. Au contraire, 
conformement a la prdsente invention, la filtration sur 
gel HPLC est appliquee a la determination de la masse 
moleculaire des derives d'acide nucleique, de telle sorte 
que le temps de reaction avant l'glution des derives 

20 ayant la repartition ddsiree des masses moleculaires 

(c'est-a-dire entrant dans 1' interval le de valeurs de la cons- 
tante de sedimentation AS k 13S ou de nombre d& bases 
de 50 a 10 000) peut Stre notablement raccourci . 

Conformement a la pre sent e invention, on arrite 

25 la reaction lorsqu'on constate que la reaction de cali- 
brage est terminee, puis on ajoute un alcool inferieur 
pour le traitement ulterieur de la solution reactionnel- 
le. Parmi les alcools inferieurs, on prefere particulie- 
rement l'6thanol. 

30 Dans le cas de la precipitation par l'ethanol 

dans la pr£sente invention, par exemple, le rendement 
en L-poly-C (poly-C calibrd) (le prefixe "L- ..." signi- 
fie ci-apres "calibre....") a partir du poly-C est de 
93 % et le rendement du L-poly-I a partir du poly-I 

35 est de 78 %. Par consequent, le rendement en produits 
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12. 

calibres est e"leve\ . 

Au contralre, dans le procdd6 classique, on doit 
placer la solution r^actionnelle dans un tube a dialy- 
se pour la dialyse. Dans ce cas, le taux de recuperation 

5 n'est que de 60 % environ, .et on peut s'attendre a ce 
que le rendement en L-poly-I a partir du poly-I ne soit 
que d'environ 40 %. En outre, l'op^ration de dialyse exi- 
ge une duree de l'ordre de 3 jours. 

Cependant, par le proc6d£ de precipitation par 

10 l'dthanol de la pre"sente invention, dans lequel de l'etha- 
nol est ajoute' a une solution reactionnelle dans une quan- 
tity £gale a deux fois la solution reactionnelle et agi- 
tee de maniere & precipiter le produit desire, puis le 
precipite obtenu est recueilli par centrifugation et lave 

15 et sechS-, l'operation peut Stre termin^e en une heure. 

L' aspect (3) ci-dessus est la caracteristique 
la plus import ante de la prdsente invention. 

La reaction de remplacement des atones d' azote 
dans la partie acide nucleique d'un polymere d'acide 

20 nucleique a chaine unique calibre par des atomes de 

soufre (par exemple la substitution du groupe amino de 
la partie radical cytidine dans le poly-C par un groupe 
mercapto dans une certaine proportion) de maniere a trans- 
former cette partie acide nucleique en un acide nucleique 

25 different (la reaction etant designee ici sous le nom 

de " sulfur at ion" ) , est souvent utilised dans la synthese 
de copolymeres. Une autre caracteristique de la pr^sente 
invention consiste a ajouter un alcool arylique aux poly- 
meres d'acide nucleique a chaine unique calibres pour 

30 l'isolement de copolymeres sulfures. Ceci est 1' aspect 
(4) mentionne ci-dessus. 

Comme alcool arylique, on peut par exemple uti- 
liser a cet effet le phenol. 

Par exemple, on ajoute d'abord la moitie du phe- 

35 nol a la solution reactionnelle contenant de la pyridine. 
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de l'eau, et de l'hydrogene sulfure gazeux en melange, 
on agite et on centrifuge, de telle sorte que la couche 
aqueuse se separe nettenent de la couche phenolique, et 
que 1' agent colorant de la solution reactlonnelle alnsl 

5 que le soufre forme" comrae sous-produit etc. passent 

dans la couche phenolique. On isole, ensuite, la couche 
aqueuse et on prdcipite le produit desire par traitement 
avec une solution aqueuse de sel et un alcool. Puis, on iso- 
le le produit ainsi precipite par centrifugation et le 

10 lave avec un alcool pour obtenir un produit purifie. 

Conf ornament a ce procede", la quasi-total ite* de 
l'hydrogene sulfure est transferee dans le liquide surna- 
geant sous la forme d'une solution d'hydrogene sulfur^, 
et par consequent celui-ci peut ais£ment §tre ^limine du 

15 produit de. la reaction. 

Par exemple, conf or moment au proced£ de la pre- 
sente invention utilisant le phdnol, 1* operation peut Stre 
ternin£e en une heure et le rendement est presque e"gal a 
100 En outre, le produit peut fitre isoie quantitative- 

20 ment . 

Les aspects caract£ristiques (2) a (4) de la pr£- 
sente invention mentionnes ci-dessus sont importants pour 
le calibrage avant le recuit. C'est-a-dire que ceux-ci 
sont tout a fait essentiels pour effectuer efficacement 

25 1' operation de calibrage avant le recuit. 

L 1 aspect (5) mentionne" ci-dessus est encore 
une autre caracteristique de la presente invention, dans 
laquelle un stade de definition des dimensions est effec- 
tu£ entre les stades de calibrage et de recuit. Ceci sera 

30 expliqu6 ci-dessous. 

Dans ce stade, on utilise une resine dchangeuse 
d'ions. Comme exemple de 1* application d'une resine echan- 
geuse d'ions a des acides nucleiques macromoleculaires, de 
la DEAE-cellulose, du DEAE-Sephadex, de la DEAE-cellulo- 

35 se benzoylee etc. sont appliqu£es a un t-RNA ( BRA , 47 , 
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193, 1961; BBRC , 10, 200, 1963 ; Biochem. , 6, 3043, 1967). 
Dans l'exemple, cependant, la r^sine dchangeuse d'ions 
n'est appligu^e gu'a la purification d'acides nucl^igues 
de faible masse molSculaire ayant un nombre de bases au 

5 plus £gal a 80 environ. 

La demanderesse a effectue' diverses Etudes pour 
savoir si la propri^te" intrinsegue d'adsorbabilite 1 de 
charge des r^sines Schangeuse d'ions pouvait 6tre appli- 
gu6e a la purification de polymeres d'acides nucl£igues 

10 macromol6culaires sur la base de l'indice du nombre de ba- 
ses des polymeres, et elle est parvenue, a la suite de ces 
Etudes, a la pr£sente invention. Conune les produits finaux 
a obtenir par la prtSsente invention sont extr&nement uti- 
les, comme medicaments, on pense gue le fait d'effectuer 

15 la definition des dimensions en utilisant une r£sine 
£changeuse d'ions (ce gui sera £galement d€sign£ ici 
sous le nom de "proc6de" d'6change d'ions") est une carac- 
t£ristigue particulierement avantageiise du proce"de" de 
1' invention. 

20 Dans le proce'de' d'£change d'ions de la pr^sente 

invention, une r£sine £changeuse d'ions peut Stre placde 
dans un recipient contenant un polymere d'acide nucl^i- 
gue a traiter de maniere a atteindre l'objectif (proc£de" 
discontinu), mais en g£n£ral, la chroraatographie sur 

25 colonne est utilised pour le fractionnement (procede" - 
en colonne) . En particulier, une r€sine e"changeuse 
d'ions est placed dans une colonne et une solution du po- 
lymere d'acide nuclgigue est introduite dans la colonne de 
facon gue le polymere soit adsorb^ sur la r£sine Schangeu- 

30 se d'ions. Puis, on fait passer a travers la colonne un 
eiuant tel qu'un sel-tampon tris ou analogue, lindaire- 
ment ou par stade , en faisant varier la concentration 
en sel de. maniere a obtenir une guantitd constante d'eiuat. 
Le nombre de bases du polymere d'acide nucl£igue contenues 

35 dans chague fraction e"lufeest detects par la m§me HPLC 
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filtration sur gel que ci-dessus en utilisant comme indi- 
ce un marqueur, et on peut ainsi recueillir les frac- 
tions contenant le produit final desired 

Pour atteindre l'objectif de la prfisente inven- 

5° tion par le procede d'echange d'ions raentionne ci-dessus, 
la nature de la r£sine echangeuse d'ions a introduire dans 
la colonne ainsi que la nature de l'e"luant a utiliser 
pour I'elution sont dee facteurs extrSmement importants. 
Par exemple, lorsque du poly- 1 est dissous 

10 dans le tampon tris-HCl et est adsorbe sur du QAE (araino- 
6thyle quaternaire) utilise pour la definition des tall- 
ies du poly-I, pour l'<5change d'ions, le produit desire 
ne peut pas Stre obtenu mSme si la concentration en sel 
dans l'eluant est extr€mement £levee. Ceci provient du 

15 fait que le poly-I lui-mSme s' insolubilise lorsque la con- 
centration en sel dans l'eluant est superieure a celle 
d'un 61uant approprie pour le poly-1 sur la resine QAE. 
Ceci ressort clairement du fait que l'acide inosinique qui 
est le motif constitutif du poly-I est structurelleraent 

20 plus hydrophobe. Dans ce cas, la concentration en sel 

dans un eluant approprie pour le poly-I peut §tre deter- 
minee par comparaison. avec le cas du poly-C. 

Dans une autre experience effectuee par la deman- 
deresse, il a 6t6 observe qu'une solution de poly-I de- 

25 venait blanche et trouble en formant un precipitd dans 
un tampon ayant une concentration en sel de l'eluant ap- 
proprie pour le poly-I dans une rdsine QAE. En consequen- 
ce, dans le procdde d'echange d'ions de la pre'sente inven- 
tion, on peut dire que le choix du type de la r6 sine echan- 

30 geuse d'ions a utiliser ainsi que le choix de la concen- 
tration dusel Eluant sont des facteurs extrSmement impor- 
tants. 

Par exemple, dans le cas du poly-I, la resine 
DEAE a donne" des result at s extrSmement bons. Dans le cas 
35 du poly-C, on a trouve' que tant la rdsine QAE que la 
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10 



r<§sine DEAE pouvaient donner des r<5sultats favorables. 
Pour I'dlution, on peut utiliser soit une Slution a gra- 
dient lineaire, soit une elution a gradient, progressif 
de sel, grace a quoi les polymeres peuvent fitre fraction- 
's et 61ues dans I'ordre de la longueur des chalnes 
des polymeres. 

Par exeraple, lorsque du poly-C (38 mg, S 2Q , 8,6) 
est adsorbe sur du DEAE-Toyopear 1 650 C ((2 10 x 130 mm) 
et est ensuite elue par equation a gradient lineaire en 
utilisant les eluants (A) et (B) suivants, chacun dans une 
quantite de 100 ml. 

(A) = NaCl 0 M/Tris-HCl 10 mM (pH 7,0) 

(B) = NaCl 0,5 M/TriS-HCl 10 mM (pH 7,0) 

Le cradient lineaire etait pour (B) (de 0 % a 100 %) ; 
et les conditions dilution etaient les suivantes : 
Ddbit lineaire s 1,32 c;.i/min. 
Vitesse d« elution : 175 gouttes/fraction. 
II en resulte que les fractions suivantes, ayant 
chacune la longueur de chaine indiquee, ont *t* tflufos 
dans l'ordre. 

Fraction Pa ires de bases 

340 



33 

ia 4 70 



35 



740 

36 1000 

37 1500 

En outre, le m§me echantillon a ete Slue" par 
elution a gradient progressive, une fraction infer ieure a 
500 paires de bases etait d'abord elu&avec NaCl 0,3M/Tris- 
HC1 lO mM ( P H 7.0) (50 ml), puis une fraction de 500 a 
1500 paires de bases 4tait.eluee avec NaCl 0,5M/Tris-HCl 
10 nM (pH 7,0) (50 ml). 

De la mSiue maniere, on a elue du poly-I (7,8 mg, 
s , 7,3) par eluation a gradient lineaire dans les m§mes 
conditions que ci-dessus. Dans ce cas, les fractions 
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suivantes ont 4t6 61uees dans l'ordre. 

Fraction pa ires de bases 

35 30 

36 140 
5 37 230 

38 350 

39 460 

40 540 

En outre, le meme echantillon a et£ elue par elu- 

10 tion a gradient par paliers successifs, grSce a quoi une 
fraction inferieure a 300 paires debases a d'abord ete 
eluee avec NaCl 0,3M/Tris-HCl 10 nM (pH 7,0) (50 ml) 
puis une fraction de 300 a 600 paires de bases a ete eluee 
avec NaCl 0,5 M/Tris-HCl . 10 mM (pH 7,0) (50 ml). 

15 Comme il a ete indique" ci-dessus, m£me des aci- 

des nucleiques macromoleculaires peuvent Stre fractionnes 
par le proced'e" de la presente invention en fractions d'aci- 
de r.ucleique de longueur de chalne definie (definition 
de la taille) en choisissant adequatement la concentra- 

20 tion en sel dans la solution. 

Comme il a ete illustre dans les deux exemples 
ci-dessus, des fractions (constituants principaux) ayant 
une repartition adequate de longueur de chatne convenant 
pour l'utilisation pharmaceutique comme medicaments peu- 

25 vent aiseraent Stre fractionnees a partir d'un melange 

contenant divers acides nucleiques macromoleculaires ayant 
des repartitions differentes de longueur de chaine, et 
le fractionnement peut etre effectue" a l'echelle industriel- 
le. La caracteristique du fractionnement est 1' aspect le 

30 plus important dans le proce^ d'echange d* ions de la 
presente invention. 

Lorsqu'une composition pharmaceutique est fabri- 
quee sous la forme d'une injection, il est bien connu 
qu'une operation d* elimination des pyrogenes du liquide 

35 pour injection est indispensable. Les pyrogenes sont 
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connus pour Stre composes de lipopolysaccharides, et . 
ceux-ci ne doivent pas Stre incorpor^s a des compositions 
medicamenteuses. Si les derives d'acide nucieique de la 
presente invention sont utilises corame injection pour 

5 1* administration a l'homme, 1' Elimination des pyrogenes 
eventuellement presents est essentielle. 

Heureuseiaent, on a trouv€ que 1' application du 
procede d'^ change d'inos ci-dessus des derives d'acide 
nucieique de la pr^sente invention peut dtre efficace 

10 pour eiiminer les pyrogenes des derives. 

En consequence, la demanderesse a poursuivi 
diverse s experiences de maniere a etudier plus precise- 
ment le ph^nomene favorable ci-dessus qui a ete decouvert 
par hasard, et elle a trouvd en outre que les pyrogenes 

15 pouvaient £tre dlimin^s de tout acide nucieique a un seul 
brin quelle que soit sa longueur de chaine par les pro- 
cedes d'£change d'ions de la pr^sente invention. Ceci 
est un autre aspect caracteristique de la pr^sente inven- 
tion. 

20 En consequence, la prEsente invention comprend 

en outre un mode de realisation du traitement des derives 
d'acide nucieique de la presente invention par une re sine 
echangeuse d'ions de maniere a eiiminer les pyrogenes 
de ceux-ci pour preparer un liquide pour injection 

25 contenant le derive. 

Les resultats obtenus par un test limule de.de- 
ternination quantitative de la quantite d'endotoxine 
dans divers RNA h chaine unique (poly-C du commerce et 
ses derives a chaine raccourcie) sont donnes dans le ta- 

30 bleau. 

Dans le tableau, UE (unite d'endotoxine) designe 
une unite dans l'essai de fievre du lapin avec de l'endo- 
toxine etalon USP de reference (E. coli 0113). (1) indi- 
que une eau dlstiliee pour injection (temoin) ; (2) indi- 
35 que un poly-C (produit commercial-!) ; (3) indique un 
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poly-C (produit commercial-1) j (3) indique un poly-C 
(produit commercial- 2) ; et (4) indique le produit obtenu 
dans l'exemple (5-4) suivant. 



5 



, Substan- 


Avant ou 




Concentration 




1 ce d'es- 


apres la 


ug/ml 


UE/ml 


pg/mg 


UE/mg 1 


sai 


colonne 












d'echan- 












qe d'ions 










(1) 




29,92 


0,0868 






(2) 


Avant 


308,29 


0,8941 


548,07 


1,5895 \ 




Apres 


18,68 


.0,0542 


33,96 


0,0985 | 


(3) 


Avant 


93,89 


0,2723 


166,18 


0,4891 | 




Apr&s 


19,45 


0,0564 


34,12 


0,0989 j 


(4) 


Avant 


89,63 


0,2599 


155,98 


0,4520 j 




Apres 


57,45 


0,1666 


114,90 


0,3332 j 



L'effet d' Elimination des pyrogenes par echan- 
ge d'ions ressort clairement des r£sultats du tableau 
ci-dessus. 

L* activity physio log igue des derives d'acide 
nucleique de la pre>ente invention est extr§mement utile 
pour des medicaments. Les derives d'acide nucleique 
de la pr£sente invention ont une forte activity canc£ro- 
statique qui sera mentionnee ci-dessous en detail. Cette 
activity n'est qu'une des diverses autres activit<5s phy- 
siologiques des derivis d'acide nucleique de la prgsente 
invention. 

Comme autres activites physiologiques des deri- 
ves d'acide nucleique de la pr^sente invention qui ont 
un poly-I. poly-C corrane corps apparent^, on peut en outre 
nEntionner la capacity de production de TNF, la capacity 
de production d* interferon, la capacity de production 
d'interleukine 2-, la capacity d'activation des macropha- 
ges, la capacity d'activation des cellules NK, l'activi- 
t£ d' inhibition de la proliferation des cellules tumora- 
les, l'activite d' inhibition de la proliferation des cel- 
lules tumorales chez la souris rasee portant des 
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cellules tumorales humaines, 1' activity d' inhibition des 
metastases des. cellules tumorales dans le poumon etc. 

Les derives d'acide nucieique de la pr6sente in- 
vention ont une s^curite" bien plus eiev£e que le poly-I. 

5 poly-C classique et les inducteurs de 1' interferon ana- 
logues. En consequence, les composes de la pr^sente inven- 
tion •sont utiles comme agent antiviraux, comme agent an- 
ti-tumoraux, etc. 

Les activit^s physiologigues des derives d'acide 

10 nucieique de la presente invention telles que mentionriees 
ci-dessus sont decrites en detail dans les descriptions 
de brevet pr^citdes (demande de brevet japonais 
n° 62-167433 et une autre demande de brevet sous priori- 
ty de cette demande de brevet n" 62-157433). 

15 L'exemple suivant est destine a illustrer la 

preparation des derives d'acide nucieique de la presente 
invention d'une maniere plus detailiee mais non a limiter 
le domaine de la presente invention. 

EXEMPLE 

20 (1) Preparation et p urification du L-poly-I, (Poly-I cali- 
bre) : 

On ajoute 200 ml d'eau distiliee, 250 ml de forma- 
raide et 500 ml d'une solution de NaCl 5M a 10 g d'un 
poly-I du commerce et on les chauffe a 80 °C pendant envi- 
25 ron 4 heures. 

On soumet la solution rdactionnelle a une filtra- 
tion sur gel parHPLC en utilisant une colonne G-DNA-PW 
de gel TSK (7,88 mm de diametre interieur' x 300 mm) 
(eiuant : tampon Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), solution de 
30 NaCl 0,3 M EDTA 2ioM; debit : 0,5 ml/min) , apres quoi on 
arrSte la reaction lorsqu'on a obtenu une fraction ayant 
un pic de temps de retention de 21,86 - 0,2 minutes. 

Op ajoute une quantity double d'ethanol a la solu- 
tion reacttonnelle et on recueille le prdcipite forme par 
35 centrifugation (3000 tours/minute, 4*C). On le lave avec 
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de l*£thanol k 70 % et on le seche sous vide, pour obte- 
nir 10,2 g de L-poly-I.. 

L'eau et les solutions utilisdes dans le proce 1 - 
d6 ci-dessus sont toutes st4rilisees. Ceci s' applique 
5 egaleraent pour ce qui suit. 

(2) Preparation et purification du L-poly-C (poly-C 
calibre) : 

On ajoute 200 ml d'eau distillee, 250 ml de for- 
manide et 50 ml a* une solution de NaCl 5M a 10 g de poly- 
10 C et on les chauffe a 80 °C pendant environ 4 heures. 

Par la mSme filtration sur gel par HPLC que ci-dessus, 
on confiriae le point final de la reaction (temps de reten- 
tion : 21,33 i 0,2 min) . 

On ajoute a la solution re"actionnelle une quan- 
15 tit6 double d'^thanol et on recueille le precipit6 formS 
par centrifugation (3000 tours/minute, 4°C). On le la- 
ve avec de l'dthanol a 70 % puis on le seche sous vide 
' pour obtenir 9,5 g de L-poly-C. 

(3) Sulfuratlon du L - poly-C ; 

20 On dissout 8,0 g du L-poly-C obtenu dans le sta- 

de (2) ci-dessus dans 240 ml d'eau et on les place dans 
une bombe d'acier de 500 ml. On y ajoute une solution 
dans la pyridine contenant de l'hydrogene sulfur^ (12 g/ 
120 ml) en refroidissant k la glace. Apres 1* avoir fer- 

25 m€e hermet iguement, on chauffe la bombe a 50 °C pendant 
environ 10 heures. Apres refroidissement, on ajoute un 
phenol sature de TE (200 ml), on l'agite et on le 
centrifuge (3000 tours /minute, 15°C ,5 minutes). On ajou- 
te 1/lOfeme de la quantity d'une solution NaCl 5M et une 

30 quantitd double d'ethanol a la solution aqueuse qui se 
separe pour y former un precipit6. On recueille le px6- 
cipite" forme" par centrifugation (3000 tours/minute, 
4°C, 10 minutes), on le lave avec de l'dthanol a 70 % et 
on le seche sous vide pour obtenir 8,0 g de L-poly(C 20 , 

35 S 4 U) (c'est-a-dire un derive de poly-C calibrd dans 
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lequel les acides cytidyligues sont remplaces par de 
l'acide 4-thiouridylique a raison d'un acide 4-thioufi- 
dylique pour 20 acides cytidyliques) . 

Le TE ci-dessus designe un tampon Tris-HCl 10 mM 

5 (pH 7,5) contenant.de l'EDTA a la concentration de 1 mM. 
(4) Realisation du recuit : 

On dissout 6,00 g du L-poly(C 20 , S 4 U) obtenu 
dans le stade (3) ci-dessus et 6,44 g du poly-I obtenu 
dans le stade (1) ci-dessus dans 300 ml d'une solution 

10 tampon Tris-HCl 10 mM (pH 7, 5) /NaCl 50 mM et on les y 
melange. On chauffe la solution obtenue a 70°C dans un 
bain-marie et on la raaintient a cette temperature pen- 
dant lO minutes. On la laisse ensuite refroidir telle 
quelle pendant une nuit. Apres traitement par le phenol 

15 et precipitation par' l'ethanol, on ajoute de l'eau (en- 
viron 200 ml) au precipite form£ de maniere a le dissou- 
dre. Puis on dialyse la solution obtenue contre de 
l'eau a 4°C. On concentre le dialysat a sec pour obtenir 
12,4 g d'un compost recuit. 

20 (5) Definition des tailles par un procede' d'echange 
d' ions 

L'echange d' ions a <§te effects par e"lution par 
paliers successifs ou elution a gradient lineaire. Dans 
les deux cas, le rendement et la longueur de chaine des 

25 produits ont 6t6 presque les m§mes, pourvu que les con- 
ditions dilution soient convenablement choisies. Pour 
l'eiution par paliers successifs du L-poly-C et du L-po- 
ly(C, S 4 U) , on a utilise en continu du NaCl 0,15 M/Tris- 
HC1 10 mM (pH 7,0) et du NaCl l,OM/Tris-HCl 10 mM _(pH 

30 7,0). 

En ce qui concerne 1* elution par paliers suc- 
cessifs du L-poly-I, on peut se r^ferer a I'exemple 
(5-1) ci-apres. 

Pour 1' elution a. gradient lin£aire du L-poly-I, 
35 on a utilise les solutions (A) et (B) suivantes et 
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1' dilation a ete effective dans les conditions de gra- 
dient de la solution (B) de O a 100 %. 

(A) = NaCl O M/Tris-HCl 10 mM (pH 7,0) 

(B) = NaCl 0,5 M/Tris-HCl 10 mM (pH 7,0). 

5 En ce qui concerne l'dlution a gradient lineal- 

re du L-poly-C et du L-poly(C, S 4 U) , on peut se r6fe- 
rer aux exemples (5-2) et (5-4) ci-apres. 
(5-1) Definition des tailles du L-poly-I : 

On dissout 210 mg du L-poly-I obtenu dans le 

10 stade (1) mentionnd ci-dessus dans 5 ml de tampon Tris- 
HC1 10 mM (pH 7,0) et on les adsorbe sur du DEAE- 
Toyopearl 650 C (0 10 mm x 130 mm) . Puis on dlue par 
paliers successifs avec un debit lineaire de 1,30 cm/min. 
avec comme eluants du NaCl 0,03M/TRis-HCl 10 mM (pH 7,0) 

15 (50.-31) et du NaCl 0,5 M/Tris-HCl 10 mM (pH 7,0) (80 ml). 
On recueille la fraction elude par NaCl 0,5 M et on mesu- 
re son temps 'de retention par la merae filtration sur 
gel par HPLC que dans le stade (1) ci-dessus, lequel est 
de 21,90± 0,2 (min.) . . 

20 Le produit final recherchd L-poly-I (dont la 

taille a ete definie) ayant un nombre de base de 100 h 
lOOO a dte obtenu avec un rendement dlevd. Le rende- 
ment de recuperation est de 91 %. 
(5-2) Definition des tailles du Lrpoly-C : 

25 On dissout 610 mg du L-poly-C obtenu dans le sta- 

de (2) ci-dessus dans 10 ml de tampon Tris-HCl (pH 7,0) 
et on 1' adsorbe sur du QAE-Toyopearl® 550 C (0 10 mm x 
130 mm), puis on elue par elution a gradient liniaire 
avec un debit lineaire de 1,30 cm/min., apres quoi on 

30 utilise les solutions (A) et (B) suivantes chacune a 
raison de 100 ml et on effectue 1' elution dans des con- 
ditions de gradient de la solution (B) de 0 a 100 %. 

(A) = NaCl 0,OM/Tris-HCl 10 mM (pH 7,0) 

(B) = NaCl 1,0 M/Tris-HCl 10 mM (pH 7,0) 

35 La fraction elude comme pic principal est recueillie et 
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son temps de retention est mesure par filtration sur gel 
par HPLC;il est de 21,35 - 0,2 min. Le produit final 
L-poly-C desire (dont la taille a 6t6 definie) ayant un 
nombre de bases de 100 a 1000 est obtenu avec un rende- 

5 ment eleve. Le taux de recuperation est de 93 %. 
(5-3) Definition de la taille du L-poly(C 12 , -U) : 

I 9 ""9 de P°lyiC 12 , U) (dans lequel les acides 
cytidyliques ont ete reroplac^s par I'acide uridylique 
a raisori d'un acide uridylique pour 12 acides cytidyliques) 

10 (celui-ci a un temps de retention de 18,67 minutes dans 
la mSme HPLC que dans le stade (1)) ci-dessus sont dis- 
sous dans 5 ml de tampon Tris-HCl (pH 7,0) et adsorbes 
sur du DEAE-Toyopearl® 650 C (0 10 mm x 130 mm). Puis 
on eiue par elution h gradient lineaire avec un debit 

15' lin£aire de 1,30 cm/min., apres quoi les solutions (A) 
et (B) sont utilisees chacune dans une quantity de 
100 ml et l^lution est effectu^e dans des conditions 
de gradient de la solution (B) de 0 a 100 %. 

. (A) = NaCl 0,0 M/Tris-HCl 10 mM (pH 7,0) 

20 (B) = NaCl 0,5 M/Tris-HCl 10 mM (pH 7,0) 

La fraction eiuee corame pic principal est recueillie 
et son temps de retention est mesure par filtration sur 
gel par HPLC qui est de 18,97 - 0,2 min. Le produit fi- 
nal L-poly-(C 12 , U) (dont la taille a ete definie) 

25 recherche ayaut un nombre de bases de 10O h 1000 est 
obtenu avec un rendement eievd. Le taux de recuperation 
est de 87 %. 

(5-4) Definition de taille du L-poly(C 2Q , S 4 U) : 

On dissout 600 mg du L-poly(C 20 , 5 4 U) obtenu 
30 dans le stade (3) ci-dessus dans 10. ml de tampon Tris- 
Hcl (pH 7,0) et on les absorbe sur QAE-Toyopearl® 550 C 
(0 10 mm x 130 mm) . Puis on eiue par elution a gradient 

lineaire avec un debit lineaire de cm/min, apres 

.quoi on utilise les solutions (A) et (B) suivantes cha- 
35 cune dans la quantite de 100 ml et on effectue 1' elution 
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dans des conditio... de gradient de la solu- 
tion (B) de 0 a 100 %. 

(A) = NaCl 0,0 M/Tris-HCl 10 mM (pH 7,0) 

(B) = NaCl 1,0 M/tris-HCl 10 mM (pH 7,0) 

5 Le temps de retention est nesur6 par filtration sur .gel 
par HPLC de la mSme maniere que dans le stade (5-2) ci- 
dessus qui est de 21,35 - 0,2 min. 

Le prodult final recherche^ le L-poly(C 20 , S 4 U) 
(dont la taille a 6t& dgfinie) ayant un nombre de bases 

10 de 100 a 1000 est obtenu avec un rendement ^leve. Le taux 
de recuperation est de 90 %. 
(6) Recuit : 

(6-1) L-poly-I. et L-poly-C ; 

On dissout separement 3,0 g du L-poly-C dont la 
15 taille a et£ d^finie (obtenu dans le stade (5-2)) ci- 
dessus et 3,2 g du L-poly-l dont la taille a 6t6 definie 
(obtenu dans le stade (5-1)) ci-dessus dans 150 ml de 
tampon Tris-HCl lO mM (pH 7,5) /NaCl 50 mM et on les y 
melange. On chauffe la solution obtenue a 70 °C dans un 
20 bain-marie et on 1a maintient a cette temperature pendant 
10 minutes. On la laisse ensuite refroidir une nuit telle 
guelle. Apres traitement par le phenol et precipitation 
" par l'ethanol, on ajoute de l'eau (400 ml) au precipite 
forme 1 de maniere a le dissoudre. Puis on dialyse la solu- 
25 tion obtenue contre de l'eau a 4°C. On concentre le dialy- 
sat a sec pour obtenir 6,2 g d'un composd recuit. 
(6-2) L-poly-I et L-poly-(C 2Q , S 4 U) : 

On traite 1,46 g du L-poly(C 2Q , S 4 U) dont -la 
taille a 6t6 definie (obtenu dans le stade (5-4)) ci-des- 
30 sus et 1,57 g du L-poly-I dont la taille a 6t4 dSfinie 

(obtenu dans le stade (5-1)) ci-dessus de la m§me maniere 
que dans le stade (6-1) ci-dessus, et l'on obtient dans 
chaque cas 3,0 d'un compose recuit. 

La pr^sente invention n'est pas limitee aux 

35 
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exen^les de realisation qui viennent d'etre decrits, 
elle est au contraire susceptible de modifications et 
de variantes qui appara£tront a l'homme de l'art. 
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RE VESICATIONS 

1 - Procede de preparation de derives des aci- 
des nucieiquesa deux brins ayant le RNA comme corps apparen- 
te dont la repartition des tallies moieculaires est 

5 dans 1' interval le de valeur de la oonstante de sedimentation 
de 4S a 13S, dans lequel les polymeres d'acide nucieique 
sont calibre's puis recuits. 

2 - Precede" de preparation de derives des aci- 
desnucieiquesa deux brins ayant le RNA comme corps appa- 

10 rente, dans lequel les molecules pour la repartition maxi- 
ma dans la distribution entiere des tailles moieculaires 
des derives ont des nombres de bases dans l'intervalle de 
50 a lO 000, dans lequel les polymeres d'acide nucieique 
sont calibres puis recuits. 

15 3 - Procede selon les revendications 1 ou 2, dans 

lequel un alcool inferieur est ajoute a la solution reac- 
tionnelle contenant le polymere d'acide nucieique cali- 
bre avant le recuit. 

4 - Procede selon la revendication 3, dans lequel 
20 1' alcool inferieur est l^ethanol. 

5 - Procede selon les revendications 1 ou 2, dans 
lequel les parties d'acide nucieique dans les polymeres 
d'acide nucieique a brin unique calibres sont sulfurdes 

en presence d'un alcool arylique, avant le recuit. 
25 6 - Procede selon la revendication 5, dans le- 

quel 1' alcool arylique est un phenol. 

7 - Procede selon les revendications 1 ou 2, dans 
lequel les polymeres d'acide nucieique a brin unique ca- 
libres sont traites par une r6sine echangeuse d' ions, avant 

30 le recuit, de maniere a recueillir les polymeres ayant une 
distribution des tailles moieculaires entrant dans un in- 
terval le determine pour la definition de la taille des 
polymeres calibres. 

8 - Procede de preparation d'un liquide pour 
35 injection essentiellement const itue de derives des acides 
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nucleiques,caracterise en ce que les pyrogenes presents 
dans les derives, s'il y en a,sont elimines en utilisant 
une r«5sine echangeuse d^ons. 



